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COMPOSITIONS LES CONTENANT 

(57) Abstract 

The invention concerns peptides and proteins for desensitizing specifically the vast majority of subjects allergic to bee venom and 
compositions containing said peptides or proteins. The peptides are selected in the group consisting of: the fragment (1) corresponding to 
positions P85-97 of the majoiubee venom allergen,. the fragment (2) corresponding to positions P81-93 of the major bee venom allergen, 
the fragment (3) corresponding to positions P94-106 of the major bee venom allergen, the fragment (4) corresponding to positions P76-88 
of the major bee venom allergen, the fragment (5) corresponding to positions P77-94 of the major bee venom allergen, and the fragment 
(6) corresponding to positions PI 22-1 34 of the major bee venom allergen, fragments (1) and (2) forming group (1); fragment (3) forming 
group (II); fragments (4) and (4) forming group (III) and fragment (6) forming group IV and the mutated fragments of said fragments (1) to 
(6) which have a binding activity with MHC class (II) molecules identical or higher than those of said fragments (1) to (6). The invention 
also concerns compositions containing said peptides or proteins. 

(57) Abrcgl 

Peptides et prot6ines aptes a ddsensibiliser, de maniere specifique, la grande majority des sujets allergiques au venin oVabeille ainsi 
que compositions contenant lesdits peptides ou prolines. Les peptides sont selectionnes dans le groupe constitud pan le fragment (1) 
conespondant aux positions P85-97 de l'allergene majeur du venin d'abeille, le fragment (2) conespondant aux positions P81-93 de 
l'allergene majeur du venin d'abeille, le fragment (3) conespondant aux positions P94-106 de l'allergene majeur du venin d'abeille le 
fragment (4) conespondant aux positions P76-88 de l'allergene majeur du venin d'abeille, le fragment (5) conespondant aux positions 
P77-94 de l'allergene majeur du venin d'abeille, et le fragment (6) conespondant aux positions P122-134 de l'allergene majeur du venin 
d'abeille, les fragments (1) et (2) formant le groupe (I); le fragment (3) formant le groupe (II); les fragments <4) et (5) formant le groupe 
(III) et le fragment (6) formant le groupe (IV) et les fragments mut6s desdits fragments (1) a (6) qui presentent une activite de liaison aux 
molecules du CMH de classe (II) identiques ou superieures a celles desdits fragments (I) a (6). Compositions contenant lesdits peptides ou 
protdines. 
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PEPTIDES ET PROTEINES APTES A DESENSIBILISER LES SUJETS 
ALLERG1QUES AU VENIN D'ABEILLE ET COMPOSITIONS LES 
CONTENANT. 

La presente invention est relative a des peptides et a des proteines 
5 aptes a desensibiliser, de maniere specifique, la grande majorite des sujets ailergiques 
au venin d'abeille, ainsi qu'a des compositions contenant lesdits peptides ou proteines. 

L'allergie immediate aux hymenopteres (abeille, guepe, frelon) 
touche 15 a 20 % de la population, si Ton tient compte des tests cutanes a lecture 
immediate {prick tests), mais seulement 0,1 a 0,5 % de la population est expose a un 
10 accident de type anaphylactique (1, 2). Cette allergie se caracterise par des manifesta- 
tions variables allant du gonflement local aux reactions systemiques comme l'urticaire, 
l'angiodeme ou le choc anaphylactique. Compte tenu de la soudainete des piqures, la 
desensibilisation (immunotherapie specifique ou ITS) par les venins constitue le trai- 
tement de choix de cette allergie mais n'est pas sans danger. En effet, 13 % des 
15 patients desensibilises par le venin d'abeille et 5 % dans le cas du venin de guepe sont 
victimes d'effets secondaires (3). La recherche d'une ITS mieux toleree et aussi efifi- 
cace est done necessaire, en paniculier pour le venin d'abeille. 

La rapidite des reactions observees chez les patients ailergiques au 
venin d'abeille est caracteristique d'une allergie de type immediate, qui est mediee par 
20 des IgE specifiques des constituants du venin. Le mecanisme compiexe de ces reac- 
tions est resume ci-apres. " 

Les IgE apparaissent progressivement sous Taction repetee des 
piqures et avant que le moindre symptome ne soit apparent. Bien que le venin de 
Tabeille comporte de nombreux peptides et proteines, tous les composants ne semblent 
25 par allergeniques (4). La melirtine par exemple n'induit des IgE que chez 30 % des 
patients, alors que la proportion s'eleve a plus de 90 % pour la phospKolipase A2 
(PLA2) qui est, de fait, consideree comme Tallergene majeur (API ml) (4, 5). La 
sequence proteique de la phospholipase A2 du venin d'abeille <API ml) est illustree a 
la figure 1 ; cette sequence est deduite de celle de l'ADNc complementaire (36). 
30 Les IgE possedent la propriete de se fixer par leur fragment Fc a des 

recepteurs situes sur les mastocytes tissulaires et les basophiles du sang. Lorsque 
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l'allergene se complexe aux IgE specifiques fixees a la membrane des basophiles ou 
des mastocytes, il provoque la degranulation de ces cellules et la liberation de mole- 
cules qui sont responsables des principales manifestations observees lors de 1'accident 
allergique. Les IgE ne sont cependant pas seules responsables de l'allergie car bien que 
le taux d'IgE soit un indicateur de la maladie, il n'a aucune valeur diagnostique de 
l'etat des patients. II n'est pas rare que des patients aient des taux eleves d'IgE sans 
presenter de symptomes. L'apparition des IgE chez les patients allergiques resulte de 
la production de cytokines de type TH2 telles que l'IL-4, l'IL-5 et TIL- 13 et est inhibee 
par la synthese d'IFN-y (6). 

Ce sont principalement les lymphocytes T CD4 qui produisent ces 
cytokines. On retrouve effectivement chez les patients allergiques des cellules T speci- 
fiques qui secretent plus d'IL-4 que d'IFN-y, alors que les cellules T isolees chez des 
sujets non allergiques produisent plus d'IFN-y que d'IL-4. 

Les lymphocytes T CD4 de type TH2 et specifiques des composants 
du venin participent done activement a l'apparition et au maintien de l'allergie. 

Pour proteger les sujets allergiques au venin d'abeille, il a ete pro- 
pose, depuis longtemps, de desensibiliser les sujets allergiques par immunotherapie 
specifique (ou ITS). Les mecanismes immunologiques de TITS, responsables de 
Tamelioration de Tetat du patient restent mal compris. L f induction d'lgG specifiques et 

de sous-c!asse-IgG4 (7) ainsi que la generation de cellules T CD8 suppressives (8) ont 
initialement ete proposees pour rendre compte de Tefficacite du traitement. Mais plus 
recemment, il a ete observe qu'au cours de la desensibilisation au venin d'abeille, la 

proliferation des lymphocytes T CD4 specifiques de l'allergene decroit alors que la 
secretion de TIL-4 et de TIL-5 diminue (9, 1 0) ou est detoumee vers la production 
d'IFN-y (11). Des resultats tres similaires ont ete egalement obtenus avec des aller- 
genes de pollens (12). Ces observations semblent indiquer que Tamelioration de Tetat 
du patient resulte d'une tolerance peripherique ou d'une derive vers un profil de type 

TH1 des lymphocytes T CD4 specifiques de Tallergene. EUes sont de plus en accord 
avec des experiences effectuees x:hez 1'animal. II a ete -en effet montre pour plusieurs 
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antigenes que dans des conditions d'injection proches de celles utilisees pour desensi- 

biliser (telles que l'injection sous-cutanee) l'anergie des lymphocytes T est induite 

alors qu'une forte reponse est observee pour les memes antigenes lorsqu'ils sont injec- 

tes en presence d'adjuvant (13, 14). L'ensemble de ces experiences permet de conside- 

♦ 

rer les lymphocytes T CD4 specifiques du venin d'abeille comme les cellules cibles 
de rimmunotherapie. 

Les lymphocytes T CD4 possedent un recepteur T rearrange qui 
leur permet de reconnaitre selectivement les fragments peptidiques issus de la degra- 
dation de Tantigene par les cellules presentatrices et presentes par les molecules du 
Complexe Majeur d*Histocompatibilite de classe II (CMH II) (15). Les determinants 
que portent ces fragments peptidiques et que reconnaissent effectivement les lympho- 
cytes T sont appeles epitopes T. 

Lors de la desensibilisation, ce sont ces determinants qui sont recon- 
nus par les lymphocytes T et qui done constituent les elements de base pour l'elabora- 
tion de molecules alternatives d'immunotherapie specifique. 

II a dte en effet observe in vivo chez la souris pour les allergenes Fel 
dl (poil de chat), Der pi (acarien : Dermatophagoides pterissimus) et Bet vl (pollen 
de bouleau) que Tadministration par voie nasale. orale ou sous-cutanee de peptides 
porteurs d'epitopes T de ces allergenes inhibe Tactivation des lymphocytes T speci- 
fiques (16-18) et module la reaction allergique (16, 18). 

Idealement, les molecules de desensibilisation doivent posseder tous 
les epitopes de Tallergene et etre depourvues de reactivite vis-a-vis des IgE, de 
maniere a eviter les risques d'accidents. 

Plusieurs types de molecules sont d'ores et deja a l'etude y compris 
dans le cadre de Tallergie au venin d'abeille et sont constitues soit de fragments pepti- 
diques, soit de proteines modifiees. 

. Fragments peptidiques 

Par une demarche empirique, Tutilisation de fragments peptidiques 
(19) pour desensibiliser les patients allergiques a ete a plusieurs reprises proposee 
comme alternative a la desensibilisation specifique conventionnelle y compris pour 
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l'allergie au venin d'abeille (20, 21). 

Ces fragments ne possedent generalement plus de reactivite vis-a-vis 
des IgE, mais peuvent egalement avoir perdu leur capacite a etre reconnus par les 
lymphocytes T. 

5 Plus recemment, des fragments peptidiques d'allergene ont ete choi- 

sis sur la base de leur capacite a stimuler des lymphocytes T de patients allergiques 
(22). 

Dans le cas de 1'allergene majeur du venin d'abeille (API ml), les 
fragments 50-69 et 83-97 ont ete decrits comme etant actifs lors d'une etude compre- 

10 nant un seul patient (23). 

Dans une etude comprenant quarante patients (24), ce sont les frag- 
ments 45-62 et 81-92 et 1 13-124 qui se sont reveles etre actifs. Ces trois fragments ne 
sont epitopes T que pour 25 a 45 % des patients et les auteurs n'excluem pas 1'exis- 
tence d'autres epitopes (24, 25). Ces trois peptides sont en cours d'essai clinique et 

15 semblent donner des resultats encourageants (22). Muller et al. (22) les ont utilises 
pour desensibiliser cinq patients allergiques dont les lymphocytes T proliferent en 
presence de ces peptides. Aucun effet systemique grave n'a 6te observe et les patients 
sont devenus tolerants aux piqures d'abeille. Ceci demontre Tinteret de V utilisation de 
peptides pour desensibiliser, mais ne permet pas d'etendre F utilisation de ces peptides 

20 a d'autres patients. 

Un autre essai utilisant des peptides a €\€ mis en place pour Taller- 
gene du chat (Fel dl) (26). Plusieurs demandes relatives a des peptides du ragweed 
(WO 93/21321 ; WO 96/13589), du pollen du cedre japonais (WO 93/01213 ; WO 
94/01560) et du pollen de ray-grass (WO 94/21675 ; WO 94/16068) ont ete deposees. 

25 Tous les peptides decrits dans ces demandes ont 6te choisis sur la 

base de la stimulation de lymphocytes T d'un echantillon de patients allergiques. 

La demarche suivie par ces differents auteurs (23, 24 et 30) est basee 
sur des tests cellulaires et non sur des tests de liaison. Les resultats observes montrent 
que les peptides actifs varient selon les patients. Dans ces trois dernieres etudes, les 

30 peptides contenant la zone 80-90 sont ceux qui sont le plus souvent epitope T. lis 
montrent egalement que les lymphocytes de plusieurs patients sont stimuies par des 
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peptides contenant la partie C-terminale de API ml . 

Par exemple, Kammerer et al. (30) propose, selon le meme principe 
du test de stimulation, d'utiliser de longs fragments d'API ml ; en particulier le frag- 
ment 90-134. Toutefois. ces fragments sont specifiques de certains patients et ne sont 
5 pas adaptes a un ensemble significatif de patients, du fait que leur selection ne tient 
pas compte du type HLA des patients. 

Les tests de stimulation permettent en effet de selectionner des 
peptides adaptes a la desensibilisation d'un patient donne (22), mais ne permettent pas 
d'etendre 1'utilisation de ces peptides a d ? autres patients que ceux pour lesquels ils ont 
10 ete elabores. 

. Proteines modifiees 

Une autre alternative a l'utilisation d'allergenes natifs est celle 
d'allergenes modifies de telle sorte qu'il n'y ait plus de reactivite vis-a-vis des IgE spe- 
cifiques de l'allergene, tout en conservant leur reactivite vis-a-vis des lymphocytes T. 

15 Les IgE etant principalement dirigees contre des epitopes conformationnels, la perte 
de reactivite peut etre facilement obtenue en detruisant la structure tridimensionnelle 
de l'allergene ce qui ne modifie par les epitopes T. C'est ce qui a ete fait pour des 
mutants de Der £2 (27) et Der p2 (28) dans lesquels des ponts disulfides ont ete 
rompus. Une autre fa^on de proceder est d'introduire dans l'allergene des mutations 

20 ponctuelles qui affectent la reconnaissance des IgE sans modifier la structure tridimen- 
sionnelle (29). Le faible nombre de mutations introduites est cense ne pas modifier les 
epitopes T. 

Les differences importantes observees entre etudes traduisent la 
variabilite interindividuelle des epitopes T et rendent evidemment difficile le choix 
25 des molecules de desensibilisation. De plus, ces etudes qui n'utilisent qu'un echantillon 
de patients allergiques ne permettent pas d'assurer que tous les epitopes T sont conser- 
ves dans la molecule de desensibilisation. 

C ? est pourquoi les Inventeurs se sont donnes pour but de pourvoir a 
un ensemble de peptides aptes a desensibiliser la grande majorite des sujets allergiques 
30 au venin d'abeille. 

Un tel ensemble de peptides a pour propriety d'etre efficace cbez un 
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grand nombre de sujets, alors que les peptides de TArt anterieur sont actifs chez un 
sujet allergique mais peuvent etre totalement inefficaces pour un autre sujet parce que 
ce dernier ne reconnait pas l'allergene par les memes determinants. 

Pour ce faire, les Inventeurs ont defini une relation entre les 
5 sequences peptidiques de Tallergene majeur du venin d'abeille (API ml) et des mole- 
cules du CMH de classe II, aussi bien les alleles du gene HLA-DRB1 (l cr gene), que 
les alleles des genes DRB3, DRB4 et DRB5 (2* ,nt gene), preponderants dans les 
populations caucasiennes. Cette relation permet, de maniere inanendue, de definir des 
molecules de desensibilisation et de traitement preventif de Tallergie au venin d f abeille 

10 qui tiennent compte du polymorphisme du CMH de classe II, notamment des 
molecules HLA-DR, et qui de par leur grande specificite, induisent une meilleure 
desensibilisation qui se traduit par un risque significativement diminue des accidents 
(chocs) en cours de desensibilisation. Ceci represente un atom supplemental pour 
Tutilisation de tels peptides a titre preventif. 

15 Les molecules du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) de 

classe II (HLA II chez Thomme) sont des heterodimeres exprimes sur les cellules 

presentatrices et presentent aux lymphocytes T CD4 les epitopes T des antigenes. Ces 
molecules sont capables de lier un repertoire important de peptides ayant des 
sequences tres differentes, ce qui leur permet de presenter aux cellules T plusieurs 
20 peptides par antigene. 

L 

II existe quatre types differents de molecules du CMH II par indi- 
vidu (2 HLA-DR, 1 HLA-DQ et 1 HLA-DP). La molecule HLA-DR dont la chaine (J 
est codee par le gene DRB1 (1° gene) est la plus exprimee. On repertorie, actuelle- 
ment plus de 200 alleles differents pour DRB1, qui definissent differents antigenes ou 
25 types, comme resume dans le Tableau I ci-apres. 
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Tableau I : Molecules exprimees par differents alleles HLA-DRB3 



Antigene 


Allele 


Alias 


DR1 


DRB1*0101 


DR] 


DR2 


DRB1*1501 


DR2w2b 


DR3 


DRB1*0301 


DR3wl7 


DR4 


DRB 1*0401 


DR4w4 




DRB 1*0405 


DR4wl5 


DR7 


DRB 1*0701 


DR7 


DR8 


DRB 1*0802 


DR8w2 


DR9 


DRB 1*0901 


DR9 


DR11 


DRB1*1101 


DR5wl 1 


DR12 


DRB1*1201 


DR5wl2 


DRI3 


DRB1*1301 






DRB1*1302 


DR6wl9 



Chaque allele possede ses propres proprietes de liaison. II lie done 
un repertoire de peptides qui lui est propre et qui difiere de celui d f un autre allele, 
5 meme sur un meme antigene. La specificite large des molecules HLA II et 1'existence 
de plusieurs isoformes et d'un polymorphisme important font que de nombreux frag- 
ments differents de l'antigene peuvent etre presents aux lymphocytes T. 

Les frequences de chaque allele (l cf gene) ne sont pas identiques -et 
varient d'une population a l'autre (35) : 
10 - 1'allele DRB 1*1 304 represente a lui seul 25,4 % des alleles de la 

population senegaJaise contre 0 % en Allemagne et au Japon. 

- I'allele DRB 1*0301 est observe avec une frequence de 10 % chez 
les senegalais et les allemands mais seulement a 0,4 % chez les japonais. 

- en France, seuls sept alleles depassent les 5 %. II s'agit des alleles 
15 DRB1*0101, DRB1*0301, DRB1*0401, DRB1*0701, DRB1*1101, DRB1*1301 et 

DRB1*1501, comme illustre au Tableau II, ci-apres. 
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Tableau II : Frequence des alleles HLA-DR dans plusieurs populations 

caucasiennes 



10 





FRA 


DAN 


GER 


ita 


ROU 


SPA 


US 


CAN 


DFIB1-0101 


9.3 


13.0 


6.7 


6.5 


7.6 


6.6 


7.3 


5.6 


DRJB 1*0301 


10.9 


10.2 


9.4 


10.5 


11.4 


6.7 


9.5 


12.3 


DRBl-0401 


5,6 


17.6 


8.1 


2.3 


4.2 


5.6 


6.7 


9.5 


DRB 1*0701 


14.0 


14.8 


12.3 


12,5 


8.3 


18.9 


14,4 


9.4 


DRBl*U01 


9.2 


0.9 


9.2 


12.4 


7.3 


1.0 


4.4 


2,6 


DRBl*l30l 


6,0 


8.3 


4.5 


4.8 


4.4 


4.5 


5.1 


4.7 


DRB1*1501 


8.0 


17.6 


7.8 


5.6 


6.2 


9.4 


10.3 


10,4 


Total 


63 


82 


58 


55 


49 


53 


58 


55 



15 Us representent a eux seuls 63 % de la population fran^aise. Ces 

memes alleles sont aussi les plus abondants dans Jes autres populations caucasiennes. 
Leurs frequences varient de 53 % (en Espagne) a 82 % (au Danemark). Pour les Etats- 
Unis et le Canada, ils representent respectivement 58 et 55 % de la population, lis 
representent done a eux seuls 53 a 82 % des alleles des populations caucasiennes et 

20 font partie des differentes specificites de series HLA-DR. 

Le 2* me gene code pour les molecules HLA-DRB3, -DRB4 et DRB5 
qui sont des molecules HLA-DR dont la chaine (J n'est pas codee par le gene DRB1. 
Bien que moins connues que les molecules issues du 1" gene, ces molecules HLA sont 
fonctionnelles et sont capables de presenter des peptides aux lymphocytes T <56-59). 

25 Leur principal interet pour Timmunotherapie est que des alleles comme DRB3*0101 
(9,2%), DRB4*0101 (28,4%) et DRB5*0101 (7,9 %) sont tres frequents dans la 
population caucasienne. Ils couvrent a eux seuls 45 % de la frequence genique. lis sont 
systematiquement associes a une autre molecule HLA-DR et peuvent done completer 
sa specificite. II existe un fort desequilibre de liaison entre le l <r et le 2* mc gene, e'est-a- 

30 dire qu'un 2 imc gene est tres souvent associe a des alleles particuliers du l er gene. 
L'ensemble des genes et pseudo gene DR presents sur un meme chromosome consti- 
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tue un haplotype DR (figure 5). Chaque haplotype est defini par la deuxieme molecule 
DR qui le caracterise. 

Le role des molecules de CMH II dans l'allergie a historiquement ete 
initie par la decouverte dissociation entre le taux d'IgE contre un allergene donne et 
5 certains alleles. Ces associations concernent de nombreux allergenes de faible masse 
moleculaire comme Amb a5, Lol p3 et Amb a6 (31) qui sont les allergenes pour 
lesquels les risques relatifs sont les plus importants. Ces associations ne sont pas 
systematiques ou correspondent a des risques relatifs tres faibles. 

Dans le cas du venin d'abeille. il a ete montre que Tallele HLA-DR7 
10 est plus frequent chez les patients allergiques que dans la population temoin (32) alors 
que Tallele HLA-DR4 est au contraire sous-represente chez les allergiques au venin 
d'abeille (33). 

Le controle de la reponse en IgE (et en IgG) par les molecules de 

d k 

classe II est encore plus clair chez la souris (34). Les souris H-2 et H-2 sont en effet 

b 

15 bonnes repondeuses alors que les souris H-2 repondent peu ou pas a cet allergene. 

La presente invention a pour objet des peptides aptes a desensibiliser 
un sujet allergique au venin d'abeille. caracterises en ce qu'ils sont selectionnes dans 
le groupe constitue par : 

• le fragment (1) correspondant aux positions P85-97 de Tallergene 
20 majeur du venin d'abeille, 

- le fragment (2) correspondant aux positions P 81-93 de Fallergene 
majeur du venin d'abeille, 

- le fragment (3) correspondant aux positions P 94-106 de Falterg^ne 
majeur du venin d'abeille, 

25 - le fragment (4) correspondant aux positions P76-88 de Talkrgene 

majeur du venin d'abeille, 

- le fragment (5) correspondant aux positions P77-94 de Fallergene 
majeur du venin d'abeille, 

- le fragment (6) correspondant aux positions PI 22- 134 de 
30 Fallergene majeur du venin d'abeille. et 
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- les fragments mutes desdits fragments (1) a (6) qui presentent une 
activite de liaison aux molecules du CMH de classe II identiques ou superieures a 
celles desdits fragments (1) a (6). 

Les fragments (1) et (2) forment le groupe I : le fragment (3) forme 
le groupe II ; les fragments (4) et (5) forment le groupe III et le fragment (6) forme le 
groupe IV. 

De tels peptides comprennent des determinants ou epitopes T qui 
interagissent avec une ou plusieurs molecules HLA-DR issus des genes DRB1 ou 
autres DRB (DRB3, DRB4 et DRB5). 

La presente invention englobe egalement les peptides tels que defi- 
nis ci-dessus, polymerises. 

Le site de liaison des peptides aux molecules de classe II est situe 
entre les helices a des domaines ccl et a2 et forme un sillon ouvert aux deux extremi- 
tes. Cette ouverture permet la liaison de peptides ayant des tailles variables, en general 
de 13 a 25 acides amines. L'ancrage des peptides aux molecules du CMH II se fait 
grace a des liaisons hydrogene entre le squelette du peptide et des acides amines du 
sillon et grace a des residus qu'accommodent des poches de specificite. Cinq poches, 
denoramees PI, P4, P6, P7 et P9, correspondent a Tacide amine du peptide qu'elle 
accommode, la premiere position etant celle qui est dans la premiere poche, 
accueillent des acides amines du peptide et sont composees de residus conserves ou 
polymorphes. Les residus polymorphes sont responsables des differences de specifi- 
cite entre molecules de CMH II. Comme le site de liaison est ouvert, deux peptides 
liant une molecule de CMH II peuvent le faire selon differents modes, c'est-a-dire en 
utilisant des residus d'ancrage differents dans leur sequence. 

Des peptides P81-93 et P85-97 mutes au niveau d'au moins un 
residu correspondent a Tune des poches PI, P4, P6 ? P7 et P9 sont en particulier 
incluent dans Tinvention. 

De maniere a pouvoir introduire des residus qui preservent ou 
augrnentent 1'activite de liaison, les modes d'interaction des peptides P81-93 et P85- 
97 vis-a-vis des molecules HLA-DR capables de les lier ont -ete Studies. L'approche 
choisie a ete d'introduire a chaque position une alanine de maniere a evaluer le role de 
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la chaine laterale dans l'interaction ou une lysine qui est un acide amine basique et 
encombrant. SMI y a lieu, une combinaison de mutations a ete introduite. A titre 
d'exemple, on observe sur la figure 6 une baisse d'activite provoquee par les substitu- 
tions de la phenylalanine 88 par une lysine ou une alanine. D'autres baisses d'activite 
5 sont observees a des positions situees a 3, 5 et 8 acides amines de la phenylalanine 88. 
Ce profil d'activite correspond a un mode de liaison ou les positions F88, 191, T93 et 
Y96 sont accommodees par respectivement les poches-Pl, P4, P6 et P9 des molecules 
HLA-DRB3*0101, HLA-DRB5*0101, HLA-DRB1*1301 et HLA-DRB 1*0701. Ce 
mode dissociation a ete confirme par modelisation moleculaire pour les complexes : 
10 P85-97/DRB3*0101, P85-97/DRB5*0101 et P81-93/DRB4*0101. L'ensemble des 
resultats est donne figure 7. On constate que sur la sequence 81-97, il existe au moins 
six modes de liaison aux molecules HLA-DR. On remarque egalement que le mode I 
est commun a huit molecules alors que les modes V et VI sont propres a une seule 
molecule. 

15 Le fait que Ton puisse tres exactement savoir comment le peptide se 

positionne sur chaque molecule HLA-DR permet de proposer des modifications de 
sequence : 

* sur les positions PI, P4, P6, P7 et P9, il est possible d'introduire 
des modifications qui sont compatibles avec les specificites corinues des molecules 

20 HLA (61). II est par exemple probable que la tyrosine 87 puisse etre changee par une 
phenylalanine sans aucune perte d'activite. En revanche, la substitution de la 
phenylalanine 88 par une tyrosine ne devrait pas causer de perte d'activite pour, par 
exemple, les molecules DRB1*0101 et DRB1*0401 mais devrait diminuer Pactivite 
du peptide pour des molecules comme DRB1*0301 ou DRB3*0101. 

25 * il est egalement possible d'augmenter Faffinite du peptide en 

modifiant de maniere optimale les residus PI, P4, P6, P7 et P9. Cest ce qui a ete fait 
pour les residus 89 et 84. Le residu 89 peut etre avantageusement modifie en leucine 
ou en threonine (Tableau IX). En particulier, la substitution par la leucine augmente 
l'affinite du peptide 85-97 d'un facteur 10 et 12 pour respectivement les molecules 

30 DRB3*0101 et DRB1*0301. Dans le cas de DRB1*0301, cette augmentation 
s'explique par le fait que Tasparagine N89 en position PI n 'est pas optimale pour cette 
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molecule contrairement a la leucine (61). De meme, la substitution de la glycine 84 
par une alanine augmente Faffmite d'un facteur 5 pour DRB 1*1501. Cette augmenta- 
tion est en accord avec le positionnement de la glycine 84 en PI et devrait etre encore 
plus elevee si on introduit un residu hydrophobe tel que la leucine ou Fisoleucine. En 
5 revanche, la substitution de 1'acide aspartique D92 systematiquement diminue 
Faffmite pour DRB 1*0301. Cette baisse d'activite est conforme au role d'ancrage de 
Facide aspartique en P4 pour cette molecule. 

* sur les positions, P-2, P-l, P2, P3, P5, P8, P10 et PI 1 des modifi- 
cations peuvent etre introduces sans crainte de provoquer des penes majeures 
10 d'affinite. 

Tableau IX : Activates relatives des peptides modifies 
par rapport au peptide P85-97A . 



Peptides 





N89L 


N89T 


D92N 


D92L 


D92T 


DRB1*0101 


2 


1 


2 


1 


2 


DBR1*0301 


12 


7 


-57 


-29 


-12 


DRB 1*0401 


4 


2 


3 


-2 


4 


DRB1*0701 


4 


3 


3 


12 


9 


DRB1M101 


8 


2 


8 


7 


13 


DRB1*1301 


1 


1 


1 


2 


1 


DRB3*0101 


10 


2 


1 


2 


2 


DRB5*0101 


1 


-1 


2 


2 


2 



15 

Les peptides N89L, N89T, D92N, D92L, D92T sont des analogues 
du peptide P85-97A. La premiere lettre correspond a Facide amine d'origine, le 
numero a sa position dans la sequence d'Api ml et la deuxieme lettre a la modifica- 
tion introduite. Les donnees correspondent aux ratios entre les IC 30 des analogues et 

20 celle du peptide de reference P85-97A. Un signe - signifie une perte d'activite et 
l'absence de signe signifie une augmentation d'activite. 

Le peptide P85-97A possede une alanine en position 95 en rempla- 
cement de la cysteine. Cette substitution ne provoque pas de modification de l'activite 
quelle que soit la molecule HLA-DR. 

25 Conformement a Finvention, au moins Fune des positions PI, P4, 



WO 00/44887 PCT/FROO/00109 

13 

P6 et P9 des fragments (1), en reference a la figure 7 est mutee. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, lesdits 
fragments (1) component Tun des acides amines mutes suivants : N89L, N89T ; C95A, 
G84L, G84I. 

5 Egalement conformement a 1 5 invention, au moins Tune des positions 

P-2, P-l, P2, P3, P5, P8, P10 et PI 1 des fragments (1), en reference a la figure 7, <zs\ 
mutee. 

La presente invention a egalement pour objet des compositions 
desensibilisantes pour les allergies au venin d'abeille, caracterisees en ce qu'elles 
10 comprennent : 

- au moins on peptide selectionne dans le groupe A constitue par : 

* les peptides de groupe I, tel que defini ci-dessus et 

* les peptides constitues par des fragments d'au moins 13 acides 
amines qui sont inclus dans ou comprennent le fragment correspondant aux positions 

15 P81-97 de l'allergene majeur du venin d'abeille (API ml), qui se lient au moins aux 
molecules HLA-DR codees par les alleles HLA DRB1*0101, DRB 1*0301, 
DRB1*0401, DRB1*0701, DRB1*1101, DRB1*1301 et DRB1*1501 (molecules 
DRL DR3, DR4, DR7, DR1 1, DR13 et DR2), avec une activite de liaison < 1000 nM 
et 

20 - au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

De telles compositions particulierement bien adaptees au patient 
peuvent avantageusement etre utilisees a titre preventif ou a titre curatif. 

Selon un mode de realisation avantageux desdites compositions, 
elles sont constitutes de preference par un melange de peptides comprenant : 
25 - au moins un peptide de groupe A tel que defini ci-dessus et au 

moins un autre peptide selectionne dans les groupes suivants : 

- les peptides selectionnes dans le groupe B constitue par : 

* les peptides de groupe II, tel que defini ci-dessus et 

* les peptides constitues par des fragments d'au moins 13 acides 
30 amines qui sont inclus dans ou comprennent le fragment correspondant aux positions 

94-106 de TaJlergene majeur du venin d'abeille (API ml) et qui se lient au moins aux 
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molecules HLA-DR exprimees par les alleles DRB1*0101, DRB 1*0401 et 
DRB1*1 101 (molecules DR1, DR4 et DR1 1), avec une activite de liaison < 1000 nM, 
- les peptides selectionnes dans le groupe C constitue par : 

* les peptides de groupe 111, tel que defini ci-dessus et 

5 * les peptides constitues par des fragments d'au moins 13 acides 

amines qui sont inclus dans ou comprennent le fragment correspondant aux positions 
P76-94 de l'allergene majeur du venin d'abeille et qui se lient au moins aux molecules 
HLA-DR exprimees par les alleles DRB1*0701, DRB1*1101 et DRB1*1501 (mole- 
cules DR7, DR1 1 et DR2), avec une activite de liaison < 1 000 nM et 
10 - les peptides selectionnes dans le groupe D constitue par : 

* les peptides de groupe IV tel que defini ci-dessus et 

* les peptides constitues par des fragments d'au moins 13 acides 
amines qui sont inclus dans ou comprennent le fragment correspondant aux positions 
P122-134 de l'allergene majeur du venin d'abeille et qui se lient au moins aux mole- 

15 cules HLA-DR exprimees par les alleles DRB1*1 101, DRB1*1301 et DRB1*1501 
(molecules DR1 1, DR13 et DR2), avec une activite de liaison < 1000 nM. 

Selon un autre mode de realisation desdites compositions, elles 
comprennent en outre, eventuellement, le peptide correspondant aux positions PI 8-30 
et/ou le peptide correspondant aux positions P45-62 et/ou le peptide correspondant 

20 aux positions P 57-74 et/ou le peptide correspondant aux positions P65-82 et/ou le 
peptide correspondant aux positions PI 11-123, de l'allergene majeur du venin 
d'abeille, conformement aux Tableaux Ilia et Illb ci-apres et/ou les peptides incluant 
les peptides pr^cites. 
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Tableau IIJa : Peptides representatifs des differenles zones d'inter- 
action entre Pnllergene majeur du venin d'abeille et les molecules HLA-DR (V 
gene) eodees par le gene DRJB1 



101 



401 



1101 



701 



301 



1301 



1501 



P85-97 
P94-106 



P85-97 
P94-106 
PI 1 1-123 



P77-94 

P85-97 
P94-106 

P122-134 



P18-30 
P45-62 



P77-94 



P85-97 



P57-74 



P85-97 



P85-97 



P65-82 
P76-88 

P81-93 



P122-134 P122-134 



5 Tableau Jllb ; Peptides representatifs des differentes zones d'interaction entre 
1'allergene majeur du venin d'abeille et les molecules HLA-DR (2 imt gene) dont la 
chaTne B n'est pas codee par le gene DRB1 . 



B5*0101 


Alleles HLA-DR (2 eme gene) 
B4-0101 


B3*0101 


Frequence cumulee 8 


21-38 






7,9 


45-62 






7,9 






53-70 


9,2 


77-94 




77-94 


17,1 




81-93 




28,4 


85-97 




85-97 8 


17,1 




89-101 




28,4 


94-106 






7,9 


111-123 


111-123 


111-123 


45,5 


122-134 


122-134 


122-134 


45,5 



10 



Ces peptides sont representatifs des zones d' interaction avec les 2 



i ernes 



0044e67A1_ I s 



WO 00/44887 PCT/FR 00/00 109 

16 

molecules HLA-DR. Us font partie des peptides les plus actifs pour une zone donnee 
et sont le plus court possible. 

0 : les frequences cumulees entre les alleles de genes differents n'ont 
un sens que parce que les 2* mcs molecules se component dans la population cauca- 
5 sienne comme une meme serie allelique. 

De maniere avantageuse, dans lesdites compositions : 

- les peptides de groupe I peuvent avantageusement etre concatenes 
pour former un seul peptide (P81-97) et/ou 

- les peptides de groupe III peuvent avantageusement etre concatenes 
10 pour former un seul peptide (P76-94) correspondant aux positions P81-97 de 

Tallergene majeur du venin d'abeille et/ou 

- les peptides de groupe II et de groupe 111 peuvent avantageusement 
etre concatenes, pour former un seul peptide (P76-106) correspondant aux positions 
P81-97 de Tallergene majeur du venin d'abeille. 

15 De maniere generate, les compositions selon V invention compren- 

nent au moins un peptide englobant au moins un de ceux decrits au Tableau III et qui 
sont adaptes au patient a desensibiliser. 

Ces compositions desensibilisantes sont definies a partir des activi- 
tes de liaison aux molecules HLA-DR des peptides qu*elles comprennent, de la 

20 frequence d'alleles vis-a-vis desquels elles sont actives et de la complememarite <tes 
zones d'interaction ou epitopes que portent lesdits peptides. 

Pour un patient, pour lequel on ne connait pas les molecules HLA- 
DR qu'il porte, on utilisera de preference une composition selon Tinvention qui 
comprend au moins un peptide de groupe A. 

25 On peut y adjoindre, de maniere avantageuse et de maniere a aug- 

menter le nombre d'epitopes : un peptide de groupe B ; un peptide de groupe C ; un 
peptide correspondant a la concatenation d'un peptide de groupe B et d'un peptide de 
groupe C et/ou un peptide de groupe D. 

Pour les patients pour lesquels on connait les molecules HLA, on 

30 utilisera soit les peptides precedemment definis, soit une combinaison de peptides 
englobant au moins ceux decrits aux Tableaux Ilia et 1Mb, qui correspondent aux 
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alleles que possedent le patient. 

Les peptides inclus dans lesdiles compositions ont ete avantageuse- 
ment selectionnes a I'aide d'un test de liaison HLA-DR/peptides comprenant (i) 
l'incubation des molecules HLA-DR purifiees, selectionnees parmi celles concernant 
5 plus de 5 % d'une population donnee et notamment les molecules HLA DR1, DR3, 
DR4, DR7, DR11, DR13 et DR2, simultanement avec differentes concentrations de 
fragments de 13 a 18 acides amines chevauchants et couvrant entierement la sequence 
de l'API ml et avec un reactif Rl constitue d ? un fragment peptidique associe a un 
marqueur non radioactif, tel que la biotine et dont la sequence est differente desdits 

10 peptides et est choisie de maniere a ce qu'il presente une affinite vis-a-vis de la mole- 
cule HLA-DR choisie, telle qu'il puisse etre utilise a une concentration < 200 nM, (ii) 
le transfert des complexes obtenus sur une plaque de type EL1SA, prealablement 
sensibilisee avec un anticorps specifique de tous les HLA-DR, (iii) revelation des 
complexes molecules HLA-DR/reactif Rl, fixes au fond de la plaque au moyen de 

15 conjugues convenables, tels que streptavidine-phosphatase et d'un substrat fluores- 
cent, (iv) selection des peptides comprenant des epitopes differents, c'est-a-dire les 
plus representatifs des differentes zones d'interaction entre l'allergene majeur du 
venin d'abeille et les molecules HLA-DR et (v) choix des peptides les plus adaptes, en 
fonction de la frequence des alleles vis-a-vis desquels ils presentent une activite de 

20 liaison < 1000 nM, correspondant a la concentration de ce peptide qui inhibe 50 % de 
la liaison du reactif Rl (IC 50 ). 

Ces tests permettent, de maniere non ambigue, d'associer a chaque allele 
du 1 CT gene ou du 2* m€ gene, les sequences des fragments capables de s'y tier ou au 
contraire qui ne s f y lient pas. 

25 Cette demarche permet de definir des compositions desensibilisantes 

incluant des peptides qui se lient au plus grand nombre de molecules HLA-DR diffe- 
rentes et qui peuvent etre ainsi avantageusement desensibilisantes pour la majorite des 
patients, meme si Ton ne connait pas leurs molecules HLA. 

Cette demarche a en outre Tavantage de permettre la selection de 

30 peptides significativement plus specifiques vis-a-vis de la plupart des sujets aller- 
giques que les demarches cherchant a selectionner des peptides sur la base <le leur 
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capacite a stimuler des lymphocytes T de sujets allergiques. 

Ainsi. les Inventeurs ont trouve que seuJement certains peptides ont 
une activite de liaison vis-a-vis de plusieurs des alleles les plus frequents dans la 
population caucasienne conformement aux Tableaux Ilia et Mb. 
5 L,a presente invention a egalement pour objet des compositions 

desensibilisantes pour les allergies au venin d'abeille, caracterisees en ce qu'elles 
comprennent au moins une phospholipase A2 de venin d'abeille modifiee, dans 
laquelle les zones comprenant les peptides tels que definis ci-dessus sont conservees et 
les zones en dehors des zones precitees sont modifiees, de telle sorte qu'elles ne 
10 presentent plus de reactivite aux IgE et au moins un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

Lesdites zones sont notamment modifiees par mutation ponctuelle 
ou deletion. La PLA2 de venin d'abeille est en effet capable d'accueillir de nom- 
breuses mutations et deletions (53, 54). II est done possible d'obtenir des mutants 
15 n'ayant plus de reactivite aux IgE, comme ceux obtenus pour Bet VI (55). Par 
exemple, le mutant de PLA2 d'abeille dans lequel la lysine en position 25 a ete subs- 
titute est beaucoup moins antigenique pour des serums d'apiculteurs que la molecule 
native (55). 

La presente invention a egalement pour objet V utilisation d'une 
20 phospholipase A2 de venin d'abeille modifiee, dans laquelle les zones xomprenant les 
peptides tels que definis ci-dessus sont conservees et les zones en dehors des zones 
precitees sont modifiees, de telle sorte qu'elles ne presentent plus de reactivite aux 
IgE, pour la preparation d'une une composition desensibilisantes pour les allergies au 
venin d'abeille. 

25 Les peptides aptes a etre inclus dans une composition desensibili- 

sante pour les allergies au venin d'abeille peuvent avantageusement etre selectionnes 

par un precede qui comprend : 

(i) l'incubation des molecules HLA-DR purifiees selectionnees 

parmi celles concernant soil moins de 5 % d'une population donnee, e'est-a-dire celles 
30 constitutes par d'autres HLA-DR que les molecules HLA DR1, DR3, DR4, DR7, 

DR1 1, DR13 et DR2, soit des molecules HLA-DR d'un patient donne, simultanement 
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avec differentes concentrations de fragments de 1 3 a 1 8 acides amines chevauchants et 
couvrant entierement la sequence de l'APl ml et avec un reactif Rl constitue d'un 
fragment peptidique associe a un marqueur non radioactif. tel que la biotine et dont la 
sequence est differente des peptides, tels que definis ci-dessus (groupes A a D) et est 
5 choisie de maniere a ce qu'il presente une affinite vis-a-vis de la molecule HLA-DR 
choisie, telle qu'il puisse etre utilise a une concentration < 200 nM, (ii) le transfer! des 
complexes obtenus sur une plaque de microtitration, prealablement sensibilisee avec 
un anticorps specifique de toutes les molecules HLA-DR, (iii) la revelation des 
complexes molecules HLA-DR/reactif Rl, fixes au fond de la plaque au rnoyen de 

10 conjugues convenables, tels que streptavidine-phosphatase et d'un substrat fluores- 
cent, (iv) la selection des peptides comprenant des epitopes differents, c'est-a-dire les 
plus representatifs des differentes zones d' interaction entre Tallergene majeur du 
venin d'abeille et les molecules HLA-DR etudiees et (v) le choix des peptides les plus 
adaptes, en fonction de la frequence des alleles vis-a-vis desquels ils presentent une 

15 activite de liaison < 1000 nM, correspondant a la concentration de ce peptide qui 
inhibe 50 % de la liaison du reactif Rl (IC 50 ). 

Les conditions d' incubation sont propres a chaque molecule HLA- 
DR (temps d'incubation, pH, reactif RL concentration en HLA-DR ou en peptide). 

Le reactif Rl est selectionne dans le groupe constitue par les 

20 sequences suivantes : 

PKYVKQNTLKLAT (SEQ ID NO:l), specifique des alleles DRB1*0101, 
DRB1*0401,DRB1*1101, 

EAEQLRAYLDGTGVE (SEQ ID NO:2), specifique de 1'allele DRB1*1501, 
AKT1AYDEEARGLE (SEQ ID NO:3), specifique de 1'allele DRB1*030L 
25 AAYAAAKAAALAA (SEQ ID NO:4), specifique de 1'allele DRB 1 *0701 , 
TERVRLVTRH1YNREE (SEQ ID NO:5), specifique de 1'allele DRB1*1301, 
ESWGAVWR1DTPDKLTGPFT (SEQ ID NO:6), specifique des alleles DRB1*1301, 
DRB3*0101,et 

AGDLLAIETDKATI (SEQ ID NO:7) ; specifique des alleles DRB1*0701 et 
30 DRB4*0101. 

D'autres reactifs Rl peuvent etre utilises, notamment <eux decrits 
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dans Southwood et al. (52). 

Pour etudier Ies molecules HLA-DR (2™ e gene) : cela necessite des 
paires appropriees de peptides biotinyles qui doivent Her la preparation a faible 
concentration et etre selectifs d'une des deux molecules. Plus precisement, la liaison 
5 des peptides biotinyles doit etre inhibee efficacement par leur homologue non bioti- 
nyle. mais peu perturbee par la forme non biotinylee de 1 'autre peptide (Tableau X). 
De tels peptides ont pu etre trouves pour chacune des molecules DRB3*0101, 
DRB4*0101 ou DRB5*010L 

Au moyen de ces tests, les peptides d'Api ml qui lient ces molecules 

10 ont ete definis. Le meme ensemble de peptides que precedemment a ete utilise : des 
peptides de 1 8 acides amines qui couvrent la sequence de l'allergene et des peptides 
de 13 residus qui couvrent de maniere exhaustive des zones particulieres. Les resultats 
obtenus sont illustres au Tableau X ci-apres. 

L'allele DRB5*0101 interagit avec sept regions difPerentes de Api 

15 ml. Seulement quatre et cinq regions de Api ml peu vent Her respectivement les 
alleles DRB4*0101 et DRB3*0101. Elles sont principalement situees dans la partie 
centrale et C-terminale de Pallergene. Les peptides PI 1 1-123 et 122-134 lie en effet 
les trois deuxiemes molecules. II est egalement interessant de noter qu'il existe <les 
peptides communs aux l eres et 2* me$ molecules DR. notaniment les peptides P81-93 et 

20 P85-97. 

Tableau X : Sensibilite et selectivity des traceurs peptidiques biotinyles. 



Peptides 


allele 


1™DR 

IC 50 (nM) 


allele 


2 cm " DR 

lC 50 (nM) 


Bl 21-36 


B1M301 


275 


B3*0101 


35000 


LOL 191-210 


Bl*1301 


> 100000 


B3*0101 


5 


YKL 


Bl*0701 


35 


B4*0101 


950 


E2/E168 


B 1*0701 


5000 


B4*0101 


2 


A3 152-166 


Bl*1501 


33 


B5*0101 


85000 


HA 306-318 


Bl*1501 


2500 i 


B5*0101 


6,5 



La selectivity de chaque peptide-estevalueepar riC j0 <Ju peptide non 
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biotinyle teste sur chacune des molecules. Pour chaque paire, le premier peptide est 
celui qui est selectif de la ] iTC molecule DR et le deuxieme de la 2" nc molecule DR. 

Les sequences des peptides sont les suivantes : Bl 21-36 
(TERVRLVTRHIYNREE) (SEQ ID NO:5) (62), LOL 191-210 
5 (ESWGAVWRIDTPDKLTGPFT) (SEQ ID NO:6) (63), YKL 
(AAYAAAKAAALAA) (SEQ ID NO:4) (64), HA 306-31 8 (PKYVKQNTLKLAT) 
(SEQ ID NO:l) (65), A3 152-166 (EAEQLRAYLDGTGVE) (SEQ ID NO :2) (65), 
E2/E168 (A GDLLA1ETDKATI) (SEQ ID NO:7). 

De maniere surprenante, le procede de selection selon T invention est 

10 adapte a n'impone quelle molecule d'HLA-DR. 

La presente invention a egalement pour objet un kit de selection de 
peptides aptes a desensibiliser un sujet allergique au venin d'abeille. caracterise en ce 
qu'il comprend differentes concentrations de fragments de 13 a 18 acides amines 
chevauchants et couvrant entierement la sequence de l'API ml. un ensemble de reac- 

15 tifs Rl constitues chacun d'un fragment peptidique associe a un marqueur non 
radioactif, tel que la biotine et dont la sequence est differente des peptides tels que 
definis ci-dessus (groupes A a D) et est choisie de maniere a ce qu'il presente une 
affinite vis-a-vis de la molecule HLA-DR choisie, telle qu'il puisse etre utilise a une 
concentration < 200 nM et un anticorps specifique de toutes les molecules HLA^DR. 

20 Outre les dispositions qui precedent, Tinvention comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en ceuvre du procede objet de la presente invention, ainsi qu'aux 
dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 represente la sequence proteique de la phospholipase A2 
25 (API ml) du venin d'abeille, deduite de celle de TADN complementaire, 

- la figure 2 illustre 1'activite de liaison aux molecules HLA-DR des 
peptides de treize acides amines qui couvrent la sequence 15-37 de 1'allergene rnajeur 
du venin d'abeille. Les resultats sont exprimes sous la forme de 1/1C 50 . L'unite est la 
M' 1 ; 
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- la figure 3 illustre I'activite de liaison des peptides de treize acides 
amines qui couvrent la sequence 107-134 de l'allergene majeur du venin d'abeille aux 
molecules HLA-DR. Les resultats sont exprimes sous la forme 1/1C 50 . L'unite est la 
M" 1 ; 

5 - la figure 4 illustre les frequences des determinants de API ml dans 

la population caucasienne. Cette representation est basee sur les frequences des alleles 
etudies dans la population fran9aise. Dans d'autres populations caucasiennes, on 
retrouve sensiblement le meme profil ; 

- la figure 5 illustre la structure des genes du CMH de classe HLA- 
10 DR par haplotype ; dans cette figure, les genes sont schematises par des blocs noirs et 

les pseudo-genes par des blocs hachures. Le nom des genes est donne au dessus du 
bloc et celui des principaux alleles presents dans Fhaplotype est reporte sous le bloc ; 

- la figure 6 illustre la localisation des residus d'ancrage du peptide 
P85-97 sur les molecules HLA-DR. Chaque position a ete substitute par une alanine 

15 ou une lysine. Les resultats sont donnes en activite relatives par rapport au peptide 
P85-97A (0,01 signifie une pene relative d'un facteur 100) ; 

- la figure 7 illustre les modes de liaison de la sequence 81-97 aux 
molecules HLA-DR. Les blocs schematisent le site de liaison des molecules HLA-DR 
que caracterisent les poches PI, P4, P6, P7 et P9. Une couleur et un numero en chiffre 

20 romain ont ete attribues a chaque mode afin de faciliter leur visualisation ; et 

- la figure 8 illustre la reponse des lymphocytes T de patients aller- 
giques au venin d'abeille, aux peptides qui couvrent la sequence d'Api ml ; les PBMC 
des patients allergiques ont ete cultivees pendant 7 jours en presence d'Api ml. A J=7 
et J=10 de T1L2 (50 U/ml) a ete rajoutee. A J=14, les cellules ont ete recoltees puis 

25 incubees en presence des differents peptides. La proliferation des cellules a ete estimee 
par incorporation de thymidine tritiee. Composition des pools : pool 1 : Pl-18, P5-22, 
P9-26, pool 2 : P13-30, P17-34, P21-38, pool 3 : P25-42, P29-46, P33-50, P37-54, 
pool 4 : P41-58, P45-62, P49-66, pool 5 : P53-70, P57-74, pool 6 : P61-78, P65-82 ? 
P69-86, P73-90, pool 7 : P77-94, P81-98, P85-102, P89-106, P93-110 ? pool 8 : P97- 

30 114, P101-118,pool 9 :P105-122 ? PI 09-126, PI 13-130, PI 17-134. 
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II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes a 
titre d'illustration de I'objet de 1'invention. dont ils ne constituent en aucune maniere 
une limitation. 

EXEMPLE 1 : Principe des tests de liaison. 
5 - Synthese des peptides 

Les peptides qui couvrent la sequence de l'allergene majeur du venin 
d'abeille (figure 1) ont ete choisis a partir de la sequence deduite de celle de l'ADN 
cornplementaire correspondant (36). Tous les peptides ont ete synthetases selon la 
strategic Fmoc en synthese parallele sur phase solide, purifies par HPLC et controles 
10 par spectrometrie de masse (ES-MS). 

. Purification des molecules HLA-DR 

Les molecules HLA-DR sont purifiees a partir de differentes lignees 
EBV homozygotes (52) par immunoaffinite. On peut notamment utiliser la methode 
decrite dans Southwood et al. (52). Leur origine et les differents alleles qui les caracte- 
15 risent sont decrits dans le Tableau IV. 

Tableau IV 



Lignees 


Specifi cites 


Alleles DRB1 


Autres alleles DRB 


LG2 (52) 


HLA-DR 1 


DRB1*0101 




HOM2 








SCHU 


HLA-DR2 


DRB1*1501 


DRB5*0101 


MAT (52) 


HLA-DR3 


DRB 1*0301 


DRB3*0101 


STEILIN 








BOLETH 


HLA-DR4 


DRB 1*0401 


DRB4*0101 


PRE1SS (52) 








PlTOUT(52) 


HLA-DR7 


DRB 1*0701 


DRB4*0101 


SWEIG (52) 


HLA-DR 1 1 


DRB1*1101 


DRB3*0202 


HHKB (46) 


HLA-DR13 


DRB1*1301 


DRB3*0101 



Les hybridomes secreteurs d'un anticorps monomorphique speci- 
fique des molecules HLA-DR est notamment eel ui decrit dans Southwood et al. (52) 
20 ou celui decrit dans Posch et al. (42). Les anticorps sont purifies a partir de suma- 
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geants de culture sur des colonnes de Proteine A-Sepharose. Ces anticorps sont 
couples sur des colonnes Sepharose 4B ou Proteine A-Sepharose pour la purification 
des molecules HLA-DR. 

. Tests de liaison HLA-DR/peptides 
5 Les tests de liaison des peptides aux molecules HLA-DR sont des 

tests en competition avec une revelation immuno-enzymatique, initialement mis au 
point par Hill sur la molecule HLA-DR (37). lis sont effectues en plaques 96 puits, ce 
qui permet d'etudier dans la meme experience de nombreux echantillons. Brievement, 
les molecules HLA-DR purifiees sont incubees avec un peptide biotinyle qui sert de 

10 traceur et differentes concentrations du peptide a tester. 

Apres 24 a 72 heures d'incubation, les echantillons sont neutralises, 
puis 100 ixl de chaque echantillon sont transferes sur une plaque ELISA prealablement 
sensibilisee par Tanticorps monomorphique specifique des molecules HLA-DR. Les 
complexes molecules HLA-DR/peptides biotinyles, fixes au fond de la plaque par 

15 Tintermediaire de 1'anticorps monomorphique specifique des molecules HLA-DR sont 
reveles au moyen de conjugue streptavidine-phosphatase et d'un substrat fluorescent. 
L'activite de chaque peptide est caracterisee par la concentration de ce peptide qui 
inhibe 50% de la liaison du peptide biotinyte (1C jo ). 

. Choix et optimisation des tests de liaison 
20 Choix des alleles { l er gene) 

Les alleles etudies sont tous les alleks de la population fran?aise 
dont la frequence depasse les 5% de la population. 

II s'agit des alleles DRB1*0101, DRB1*0301, DRB1*0401, 
DRB 1*0701, DRB1* 1 101, DRB 1*1301 et DRB 1*1501 (Tableau I). lis representent a 
25 eux seuls 53 a 82% des alleles des populations caucasiennes et font partie de diffe- 
rentes specificites des series HLA-DR. 

Choix des alleles (2* me gene) 

Les alleles etudies sont les alleles rencontres les plus frequemment. 
11 s'agit des alleles HLA-DRB3*0101, HLA-DRB4*0101 et HLA-DRB5*0101 (voir 
30 Tableau Hlb). 
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Specijicite des tests 

Le choix des peptides biotinyles est Telement determinant de la spe- 
cificite du test. La plupart des cellules utilisees possedent deux molecules HLA-DR 
differentes qui sont toutes les deux purifiees par un anticorps monomorphique speci- 
5 fique des molecules HLA-DR et toutes les deux reconnues par le meme anticorps. De 
maniere a etudier sans ambiguTte la liaison d'un peptide a l'allele DRB1, il est neces- 
saire de s'assurer que le peptide biotinyle lie cet allele et ne lie pas le produit de l'autre 
gene. 

Dans ce but, un certain nombre de peptides, decrits dans le Tableau 
10 V, ont ete utilises. 

Tableau V 



Reactif Rl 


Sequences 


l er gene 
(Alleles DRB1) 


2eme gene 
(Alleles DRB3, 
DRB4, DRB5) 


References 


HA 306-318 


SEQ ID NO:l 


DRB1*0101 


DRB5*0101 


37-39 


(=HA 307-319) 




DRB 1*0401 




37, 40,41,42 






DRB1T101 




38,39,42 






DRB1*1501 






A3 152-166 


SEQ ID NO:2 


DRB1*1501 


DRB5*0101 


43 


MT2-16 


SEQ ID NO: 3 


DRB1»0301 




44 


YKL 


SEQ IDNO-.4 


DRB 1*0701 


DRB4*0101 


41 


Bl 21-36 


SEQ IDNO:5 


DRB1*1301 


DRB3*0101 


46 


LOL 191-210 


SEQIDNO.-6 


DRB1*1301 


DRB3*0101 


63 


E2/E168 


SEQIDNO:7 


DRB 1*0701 


DRB4*010l 





Pour HLA-DRB1*0101, DRB1*0401 et DRB1*110L le peptide ha 
306-318 que d'autres auteurs avaient precedemment utilise dans des tests de liaison sur 
15 ces alleles (37, 41), a ete utilise. 

De meme, pour DRB1*0301 et DRB1M501, les traceurs utilises 
(reactif Rl) derivent de traceurs precedemment decrits (44), <45). 

Pour DRB 1*0701, le peptide YKL a ete decrit comme etant un tres 
bon ligand (41) alors que le peptide Bl 21-36 est un ligand naturel de DRB1*1301 
20 (46). Ni Tun ni Tautre n'ont ete deja utilises comme traceurs. 
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Conditions et sensibilite des tests 

Pour chaque molecule HLA-DRBL la concentration en molecules 
du CMH II, la concentration du peptide biotinyle ? le pH d'incubation et le temps 
d'incubation ont ete optimises. Pour les molecules HLA-DRB1 * 1 0 1 , DRB 1*0401 et 
DRB1*0701, les conditions de tests en ELISA sont proches de celles deja decrites par 
d'autres auteurs (37. 41). Pour les autres molecules HLA-DRB1 qui ont ete etudiees, il 
n'y a pas de tests en ELISA decrits dans la litterature. Le detail des conditions utilisees 
est decrit dans le Tableau VI. 



Tableau VI 



Alleles 


Concentration 
proteine 
(fig/ml) 


Traceurs 


Concentration 
traceur 
(nM) 


pH 
optimal 


Temps 
d'incubation 
(h) 


DRB1*0101 


0,6 


HA 306-318 


10 


6 


24 


DRB 1*0301 


23 


MT 2-16 


50 


4,5 


72 


DRB 1*0401 


1,6 


HA 306-318 


30 


6 


24 


DRB1*0701 


0,4 


YKL 


10 


5 


24 


DRB1*1101 


1,3 


HA 306-318 


20 


5 


24 


DRB1*1301 


0,7 


Bl 21-36 


200 


4,5 


72 


DRB1*1501 


0,5 


A3 152-166 


10 


4,5 


24 



La sensibilite de chaque test est refletee par les IC^ observees avec 
les peptides non-biotinyles qui correspondent aux traceurs (Tableau VII et Tableau X). 
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Tableau VI] 











DRB 1 Alleles 






Peptides 


101 


401 


1 101 




jU 1 


1301 


1501 


Pl-18 


2300 


7500 




83000 


- 




I 1 UvU 


P5-22 


1900 


10000 




58000 


- 




22000 


P9-26 








- 


- 




82000 


PI 3-30 


10000 


5000 


8000 


880 


- 


20000 




PI 7-34 


3500 


2000 


1300 


560 


67000 


4300 

~«J \J\J 


5500 


P21-38 


1600 


3000 


1500 


160 


2_>000 




85000 


P25-42 


• 






50000 


- 






P29-46 




40000 




85000 


1500 






P33-50 




80000 




78000 


13000 




90000 


P37-54 


_ 


80000 


_ 


88000 








P41-58 


- 






75000 


— 




m 


P45-62 


- 


68000 


- 


j 640 


4300 


1100 


19000 


P49-66 


- 




- 


1800 


17000 


15000 


95000 


P53-70 








85000 


120 






P57-74 


_ 


35000 


70000 


75000 


40 




63000 


P61-78 


55000 


29000 


67000 


23000 


25000 




55000 


P65-82 


4000 


2500 


4000 


2100 


13000 




730 


P69-86 




15000 




75000 


- 




490 


P73-90 


- 






75000 




- 


23 


P77-94 


10000 


13000 


570 


1 0A 


jOUOU 




220 


P81-98 


300 


300 


530 


130 


400 


650 


750 


P85-102 


70 


300 


850 


100 


320 


300 


1900 


P89-106 


180 


140 


600 


7600 


50000 




38000 


P93-1 10 


350 


220 


750 


72000 


70000 






P97-U4 








77000 


75000 






P101-118 








30000 








P105-I22 


. - I 


950 | 


30000 


16000 






80000 


PI 09- 126 




1500 


7000 


12000 


13000 


10000 


35000 


PI 13-130 




4500 


11000 


6100 


3500 




79 


PI 17-134 




55000 


67 


3700 




350 


56 


references 


31 


44 


38 


34 


100 


320 


14 



Activite de liaison aux molecules HLA-DR des peptides de dix-huit acides amines qui 
couvrent la sequence de Tallergene majeur du venin d'abeille. 
-: activite > 100000 nM 

Les resultats sont exprimes sous la forme d'lC 50 . L'unite est le nM. Les IC S0 des meilleurs 
peptides (lC^inferieures a 1000 nM) ont ete entourees 



Elles varienl de 14 a 44 nM pour les alleles 101, 401, 1 101, 701 et 
1501 qui sont des valeurs tres satisfaisantes. Elles ne sont que de 100 a 320 nM pour 
respectivement les alleles 301 et 1301 et traduisent une sensibilite de qualke moyenne. 
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Canographie des determinants de API ml restreints aux molecules 
HLA-DR etudiees 

Localisation des determinants de API ml : au moyen de peptides de 

1 8 residus 

5 Les peptides qui sont naturellement presents sur les molecules HLA- 

DR ont des tailles qui varient entre 13 et 25 acides amines environ, la taille la plus 
frequemment rencontree etant de 15 acides amines. De maniere a optimiser la 
recherche des peptides de API ml capables de se lier aux molecules HLA-DR, nous 
avons synthetise trente peptides de 18 acides amines qui se chevauchent de 14 acides 
10 amines et qui done contiennent tous les peptides de 15 residus possibles de la 
sequence de API ml. Les capacites de liaison de chacun de ces peptides ont ete testees 
sur les 7 alleles que nous avons retenus et sont exprimees sous la forme IC^ (Tableau 

VII). 

Les alleles 101, 401 et 1 101 ont un profil d'activite tres similaire et 

15 en particulier acceptent les 4 peptides (P81-98, P85-102, P89-106 et P93-1 10)eomme 
ligands. lis presentent toutefois des differences. Le peptide PI 05-122 lie en effet 
l'allele 401, alors que les peptides P77-94 et PI 17-134 lient l'allele 1101. L'allele 701 
possede 7 peptides actifs (PI 3-30, PI 7-34, P21-38, P45-62, P77-94, P81-98 et P85- 
102) alors que 4 peptides (P81-98, P85-102, P53-70 et P57-74) sont actifs vis-a-vis de 

20 l'allele 301. Les peptides P81-98 et P85-102 lient Tailzie 1301 avec une efficacite 
comparable a celle du peptide PI 17-134. Finalement, deux regions activent existent 
pour l'allele 1501 et comprennent d'une part les peptides P65-82, P69-86, P73-90, 
P77-94, P81-98 et P85-102 et d'autre part les peptides PI 13-130*t PI 17-134. 

Clairement chaque allele possede un profil de liaison des peptides 

25 d'API ml qui lui est propre. Certains peptides ne se lient qu f a un seul allele {par 
exemple P105-122 a l'allele 401, P69-86 et P73-90 a Tallele 1301). D'autres, au 
contraire, se lient a plusieurs alleles. Cest le cas en particulier du peptide P81-98, qui 
lie de maniere significative les sept alleles etudies et du peptide P85-102 qui lie six 
alleles de maniere significative. Dans de nombreux cas, un peptide est commun a deux 

30 ou plusieurs alleles. Ces peptides communs definissent principalement trois zones 
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distinctes de la sequence d'API ml:i) une partie N-terminale que forment les peptides 
PI 3-30, PI 7-34, P21-38, ii) une panie centrale constitute par les peptides P77-94 a 
P93-1 10 et iii) une partie C-terminale qu'englobent les peptides PI 13-122 a PI 17-134. 
On observe egalement que treize peptides sur les trente testes ont des activites de liai- 
son > a 1000 nM, quelle que soit la molecule de CMH II etudiee. lis sont done peu ou 
pas actifs. 

Le Tableau VIII ci-apres illustre F activite de liaison des peptides de 
13 acides amines qui couvrent la zone 73-108 de API ml aux molecules HLA-DR. 

Tableau VIII 



10 



Peptides 



DRB1 Alleles 





101 


401 


1 101 


701 


301 


1301 


1 sA 1 
I DIM 


P73-85 








28000 




210 


P74-86 








65000 




330 


P75-87 








15000 




230 


P76-88 








2200 




160 


P77-89 






2200 


1400 




780 


P78-90 




10000 


3000 


1100 




190 


P79-91 




5000 


3000 


1300 




1600 


P80-92 






6000 


2800 




1600 


P81-93 




2500 


3200 


1700 




400 


P82-94 


8000 


530 


4300 






33000 


P83-95 


4000 


280 


560 


4500 


2000 




P84-96 


1900 


2200 


1700 


1700 


3700 






P85-97 


120 


210 


570 


63 


600 


58 


33000 


P86-98 


2000 




1800 


470 1 


1 100 


150 


68000 


P87-99 


2500 


22000 


45000 


280 


1200 




6500 


P88-100 


5300 


14000 




1200 


12000 


15000 


P89-101 


13000 


13000 




6000 


45000 


35000 


P90-I02 


3500 


1200 


18000 


65000 


60000 


40000 


P91-103 


870 


380 


3500 


23000 






P92-104 


270 


120 


7700 








P93-105 


240 


60 


1200 


50000 






P94-106 


200 


280 


1000 








P95-107 


530 


570 










P96-108 


1500 


1400 











15 



20 



25 



30 



Activite de liaison des peptides de 13 acides amines qui couvrent la zone 73-108 <ie 
Tallergene majeur du venin d'abeille aux molecules HLA-DR. 

-: activite > 1 00000 nM 

Les re'sultats sont exprimes sous la forme d'IC i(r L* unite est le nM Les IC 50 des 
meilleurs peptides JIC 50 inferieures a JWO nM) ont ete entourees. 
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Localisation precise des determinants de API ml 

De maniere a mieux definir les zones de contact entre les peptides 

actifs et les molecules de CMH II, tous les peptides de treize residus qui couvrent les 

zones actives ont ete synthetises. La taille de treize acides amines a ete choisie comme 
5 compromis. Elle correspond a la taille minimale des peptides presents naturellement 

sur les molecules de CMH II et devrait etre suffisamment petite pour discriminer deux 

surfaces de contact contenues dans un seul peptide de dix-huit acides amines. 

11 peptides qui couvrent exhaustivement la partie N-terminale 15 a 

37 ont ete testes sur les alleles 101, 401, 701, 1101 et 1301 (figure 2). Pour l'allele 
10 701, les peptides PI 8-30 a P22-34 presentent une activite significative de liaison qui 

dans le cas du peptide PI 8-30 est equivalente a celle du peptide de dix-huit acides 

amines P21-38. 

Les alleles 401, 101 et 1101 lient sensiblement les memes peptides 
que Tallele 701. Cependant, les activites de liaison observees sont plus faibles, ce qui 

15 est en accord avec celles obtenues pour les peptides de dix-huit acides amines. 

La partie centrale a ete etudiee sur les sept alleles au moyen de 
vingt-quatre peptides de treize residus. Pour l'allele 101, les peptides P85-97 d'une part 
et P91-103 a P95-107 d- autre part definissent deux zones distinctes d ! interaction. Ces 
deux zones se retrouvent egalement pour les alleles 401 et 1 101 mais avec de petites 

20 variations. La premiere comporte en plus du peptide P85-97, les peptides P82-94 et 
P83-95 pour l'allele 401 et le peptide P83-95 pour Tallele 1 101. La deuxieme zone de 
contact est strictement identique entre Tallele 401 et 101 alors qu'elle^est reduite a un 
seul peptide (P94-106) pour Tallele 1101. L'allele 701 se caracterise par trois peptides 
ayant une bonne activite de liaison (P85-97, P86-98 et P87-99) qui correspond a <:elle 

25 des peptides de dix-huit acides amines P81-98et P85-102. La bonne activite de liaison 
du peptide P77-94 sur Tallele 701 precedemment decrite n'est observee pour aucun des 
peptides treize residus qui couvrent cette zone, les peptides P76-88 a P81-93 ayant une 
activite sensiblement moindre. 

Le peptide P85-97 possede pour les alleles 301 et 1301. une activity 

30 de liaison, similaire a celle des peptides de 1 8 acides amines P81-98 et P85-102, qui le 
contiennent. L'allele 1301 accepte egalement le peptide P86-105 comme ligand. Pour 
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1'allele 1501, sept peptides dont six consecutifs (P73-85 a P78-90) et un isole (P81-93) 
refletent I'activite des trois peptides de dix-huit acides amines (P73-90, P77-94 et P81- 
98). 

Finalement, la partie C-terminale de API ml a ete etudiee pour les 
5 alleles 401, 1501, 11 01 et 1301 au moyen de seize peptides de treize residus. L'allele 
401 se caracterise par six peptides actifs (PI 09-1 21 a PI 14-126) alors que sept autres 
peptides (PI 16-128 a P122-14) se lient avec une forte affinite a 1501. Les peptides 
P121-133 et 122-134 sont egalement tres actifs pour les alleles 1101 et 1301. 

Ces resultats decrivent la localisation precise des determinants de 

10 liaison de l'allergene majeur du venin d'abeille pour les sept alleles retenuset montrent 
clairement les differences et les similitudes entre les alleles pour les differents peptides 
d'API ml. De maniere a rendre compte au mieux de I'activite et de la localisation de 
ces determinants, il a ete retenu, pour chacun d' entre eux, un peptide representatif, le 
plus court possible et dont I'activite de liaison reflete celle du determinant (Tableau 

15 III). On notera tout parti culierement que le peptide P85-97 est representatif d'un 
determinant pour les alleles 101, 401, 1 101, 701, 301 et 1301 et que d'autres determi- 
nants sont avantageusement situes pres de ce peptide (P76-88, P77-94, P81-93, P94- 
106). 

Frequences des determinants de API ml dans la population -cauca- 

20 sienne 

De maniere a evaluer Timpact des peptides les plus actifs (activite 
inferieure a 1 000 nM) au sein de la population caucasienne, il a ete calcule, pour 
chacun, la frequence cumulee des alleles qu f ils sont capables de Her (figure 4). Appli- 
quee a Tensemble des peptides de 18 acides amines qui couvrent entierement la 

25 sequence de Tallergene majeur, cette representation permet de ponderer I'activite des 
peptides testes. On observe nettement que la zone centrale allant du peptide P77-94 au 
peptide P93-1 10 est celle qui a le plus d'impact dans la population. Le peptide P81-98 
se liant avec une bonne affinite a tous les HLA DR etudies, couvre a lui seul 63 % tie 
la population et cumule Timpact des determinants portes par les peptides P85-97 et 

30 P81-93. L'adjonction de sequences en N et C-terminal permet d'ajouter a-cette combi- 
naison de determinants d'autres zones d'interaction telles que P76-88, P77-94 et P93- 



0044887A1_». i 



WO 00/44887 PCT/FR 00/00 109 

32 

106 qui concernent des pourcentages non negligeables de la population. Enfin. on 
remarque en C-terminal, T impact des peptides PI 17-134 ou 122-134 superieur a 20 %. 
EXEMPL.E 2 : Correlation peptides selectionnes/proliferation cellulaire. 

Les peptides qui se lient aux molecules HLA ne sont pas forcement 
5 stimulants pour les lymphocytes T. lis peuvent cn effet ressembler a des peptides du 
soi, si bien qu'aucun lymphocyte T ne sera capable de les reconnaitre. En revanche, il 
a ete prealablement montre que tous les peptides qui stimulent des lymphocytes T font 
partie des meilleurs peptides qui se lient aux molecules du CMH II (60). La liaison 
aux molecules du CMH II est done une condition necessaire mais pas suffisante pour 

10 permettre a un peptide d'etre reconnu par les lymphocytes T. De maniere a verifier 
que les peptides qui ont ete identifies sont effectivement capables de stimuler des 
lymphocytes T de patients allergiques, leur capacite de stimulation a ete testee (figure 
8). Les cellules utilisees sont les cellules sanguines du sang peripherique de personnes 
allergiques au venin d'abeille. Ces personnes sont venues a l'Hopital Rothschild pour 

1.5 etre desensibilisees et ont accepte de participer a cette etude (DGS n° 980457). 
Compte tenu du faible nombre de cellules, les peptides ont ete regroupes en differents 
pools. Les cellules d'un patient n'a donne lieu a aucune proliferation (non montre). 
Sur les six patients pour lesquels une reactivite est observee, on observe une forte 
variability dans Tintensite de la reponse aux peptides, dans la natures le nombre de 

20 peptides actifs. Toutefois, on remarque que sur les 6 patients. 5 repondent au pool 7 
qui comprend des peptides qui couvrent la zone 77-1 1 1 et 3 repondent au pool 9 qui 
couvre la zone 105-134. 

Les autres peptides peuvent repondre fortement mais de maniere 
propre a un patient donne (exemple : pool 3 avec le patient HD). En consequence, ces 

25 resultats confirment 1'interet de Tutilisation de la sequence 76-1 06 pour la d^sensibili- 
sation et dans une moindre mesure de la region C terminale : 105-134. 
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Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Tinvention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d 'application qui 
viennent d'etre decrits de fa?on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a Tesprit du technicien en la matiere, sans s^ecaner du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVEND1 CATIONS 

1°) Peptides aptes a desensibiliser un sujet allergique au venin 
d'abeille, caracterises en ce qu'ils sont selectionnes dans le groupe constitue par : le 
fragment (1) correspondant aux positions P85-97 de I'allergene majeur du venin 
5 d'abeille, ]e fragment (2) correspondant aux positions P81-93 de I'allergene majeur du 
venin d'abeille, le fragment (3) correspondant aux positions P94-106 de I'allergene 
majeur du venin d'abeille, le fragment (4) correspondant aux positions P76-88 de 
I'allergene majeur du venin d'abeille, le fragment (5) correspondant aux positions 
P77-94 de I'allergene majeur du venin d'abeille, et le fragment (6) correspondant aux 

10 positions P122-134 de I'allergene majeur du venin d'abeille, les fragments (1) et (2) 
formant le groupe I ; le fragment (3) formant le groupe II ; les fragments (4) et (5) 
formant le groupe III et le fragment (6) formant le groupe IV et les fragments mutes 
desdits fragments (1) a (6) qui presentent une activity de liaison aux molecules du 
CMH de classe II identiques ou superieures a celles desdits fragments (1) a (6). 

15 2°) Peptides selon la revendication 1, caracterises en ce qu'ils sont 

polymerises. 

3°) Peptides selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracteri- 
ses en ce qu'au moins l'une des positions PI, P4 ? P6 et P9 des fragments (1), en refe- 
rence a la figure 7 est mutee. 
20 4°) Peptides selon la revendication 3, caracterises en ce que lesdits 

fragments (1) component Tun des acides amines mutes suivants : N89L, N89T, C95A, 
G84L, G84I. 

5°) Peptides selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, carac- 
terises en ce qu'au moins l'une des positions P-2, P-l, P2, P3, P5, P8, P10 et PI 1 des 
25 fragments (1), en reference a la figure 7, est mutee. 

6°) Compositions desensibilisantes pour les allergies au venin 
d'abeille, caracterisees en ce qu'elles comprennent : 

- au moins un peptide selectionne dans le groupe A constitue par : 

* les peptides de groupe L selon l'une quelconque des revendications 

30 1 a 5, et 

* les peptides constitues par des fragments d'au moins 13 acides 
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amines qui sont inclus dans ou comprennent le fragment correspondant aux positions 
P81-97 de l'allergene majeur du venin d'abeille (API ml) et qui se lient au moins aux 
molecules HLA-DR codees par les alleles HLA DRB1*0101, DRB1*030K 
DRB1*0401 ? DRB1*0701, DRB1*1101, DRB1*1301 et DRB1*1501 (molecules 
5 DR1, DR3, DR4, DR7, DR1 1, DR13 et DR2), avec une activite de liaison < 1000 nM 
et 

- au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

7°) Compositions selon la revendication 6, caracterisees en ce 
qu'elles sont constitutes de preference par un melange de peptides comprenant : 
10 - au moins un peptide de groupe A tel que defini a la revendication 6 

et au moins un autre peptide selectionne dans les groupes suivants : 

- les peptides selectionnes dans le groupe B constitue par : 

* les peptides de groupe II selon la revendication 1 ou la revendica- 
tion 2 et 

15 * les peptides constitues par des fragments d'au moins 13 acides 

amines qui sont inclus dans ou comprennent le fragment correspondant aux positions 
94-106 de 1'aJlergene majeur du venin d'abeille (API ml) et qui se lient au moins aux 
molecules HLA-DR exprimees par les alleles DRB1*0101, DRB1*0401 et' 
DRJ31*1 101 (molecules DR1 ? DR4 et DR1 1), avec une activite de liaison < 1000 nM, 

20 - les peptides selectionnes dans le groupe C constitue par : 

* les peptides de groupe III selon la revendication 1 ou la revindica- 
tion 2 et 

* les peptides constitues par des fragments d'au moins 13 acides 
amines qui sont inclus dans ou comprennent le fragment correspondant aux positions 

25 P76-94 de l'allergene majeur du venin d'abeille et qui se lient au moins aux molecules 
HLA-DR exprimees par les alleles DRB 1*0701, DRB1*1101 et DRB1 + 1501 Kmote- 
cules DR7, DR1 1 et DR2), avec une activite de liaison < 1000 nM et 

- les peptides selectionnes dans le groupe D constitue par : 

* les peptides de groupe IV selon la revendication 1 ou la revendica- 

30 tion 2 et 

* les peptides constitues par des fragments d'au moins 13 acides 
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amines qui sont inclus dans ou comprennent le fragment coirespondant aux positions 
PI 22-1 34 de l'allergene majeur du venin d'abeille et qui se lient au moins aux mole- 
cules HLA-DR exprimees par les alleles DRB1*1101, DRB1M301 et DRB1*1501 
(molecules DR1 1, DR13 et DR2), avec une activite de liaison < 1000 nM. 

8°) Compositions selon la revendication 6 ou la revendication 7, 
caracterisees en ce qu'elles comprennent en outre, le peptide correspondant aux posi- 
tions PI 8-30 et/ou le peptide correspondant aux positions P45-62 et/ou le peptide 
correspondant aux positions P57-74 et/ou le peptide correspondant aux positions P65- 
82 et/ou le peptide correspondant aux positions PI 1 1-123, de l'allergene majeur du 
venin d'abeille, conformement aux Tableaux ci-apres : 

TOI 401 HOI 701 301 1301 1501 

P18-30 
P45-62 

P57-74 

P77-94 P77-94 

P85-97 P85-97 P85-97 P85-97 P85-97 P85-97 
P94-106 P94-106 P94-106 
PI 1 1-123 

P122-134 P122-134 P122-134 



P65-82 
P76-88 

P81-93 
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et/ou les peptides incluant les peptides precites. 

9°) Compositions selon Tune quelconque des revendications 6 a 8, 
5 caracterisees en ce que les peptides de groupe I peuvent avantageusement etre conca- 
tenes pour former un seul peptide correspondant aux positions P81-97 de Fallergene 
majeur du venin d'abeille et/ou les peptides de groupe III peuvent avantageusement 
etre concatenes pour former un seul peptide correspondant aux positions P76-94 de 
l'allergene majeur du venin d'abeille et/ou les peptides de groupe II et de groupe III 

10 peuvent avantageusement etre concatenes. pour former un seul peptide correspondant 
aux positions P76-1 06 de l'allergene majeur du venin d'abeille. 

10°) Compositions desensibilisantes pour les allergies au venin 
d'abeille, caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins une phospholipase A2 de 
venin d'abeille modifiee, dans laquelle les zones comprenant les peptides tels que 

15 definis aux revendications 1 a 9 sont conservees et les zones en dehors des zones pre- 
citees sont modifiees, de telle sorte qu'elles ne presentent plus de reactivite aux IgE et 
au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

11°) Utilisation d'une phospholipase A2 de venin d'abeille modifiee, 
dans laquelle les zones comprenant les peptides tels que definis aux revendications 1 a 

20 9 sont conservees et les zones en dehors des zones precitees sont modifiees, de telle 
sorte qu'elles ne presentent plus de reactivite aux IgE, pour la preparation d'une 
composition desensibilisante pour ks allergies au venin d'abeille. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE (CEA) 
MAILLERE, Bernard 
POUVELLE, Sandra 
TEXIER, Catherine 
MENEZ, Andre 

<120> PEPTIDES ET PROTEINES APTES A DESENSI BI LI SER LES SUJETS 
ALLERGIQUES AO VENIN D'ABEILLE ET COMPOSITIONS LES 
CONTENANT 

<130> BLOcp263/4 6F 

<140> 
<141> 

<150> 9900879 
<151> 1999-01-27 

<160> 7 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Fragment 
se liant. aux alleles HLA-DR 

<400> 1 

Pro Lys Tyr Val Lys Gin Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr 
15 10 



<210> 2 
<211> 15 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Fragment 
se liant aux alleles HLA-DR 

<400> 2 

Glu Ala Glu Gin Leu Arg Ala Tyr Leu Asp -Gly Thr Gly Val Glu 
1 5 10 15 



<210> 3 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



WO 00/44887 



PCT/FROO/00109 



2 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Fraament 
se liant eux alleles HLA-DR 

<400> 3 

Ala Lys Thr lie Ala Tyr Asp Glu Glu Ala Arg Gly Leu Glu 
1 5 10 

<210> 4 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description cie la sequence artificielle: Fragment 
se liant aux alleles HLA-DR 

<400> 4 

Ala Ala Tyr Ala Ala Ala Lys Ala Ala Ala Leu Ala Ala 
1 5 10 



<210> 5 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Fragment 
se liant aux alleles HLA-DR 

<400> 5 

Thr Glu Arg Val Arg Leu Val Thr Arc His lie Tyr Asn Arc- Glu Glu 
1 5 '.10 15 



<210> 6 

_<211> 20 ' 

<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Fragment 
se liant aux alleles HLA-DR 

<400> 6 

Glu Ser Trp Gly Ala Val Trp Arg lie Asp Thr Pro Asp Lys Leu Thr 
15 10 15 

Gly Pro Phe Thr 
20 



<210> 7 
<211> 14 . 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence art i f icieiie : Fragment 
se liant aux alleles HLA-DR 

<400> 1 

Ala Gly Asp Leu Leu Ala He Glu Thr Asp Lys Ala Thr He 
1 5 10 
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